
表２　　各组 ＨＢＶＤＮＡ定量结果（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

组别 狀 试剂Ａ 试剂Ｂ

ＨＢｅＡｇ（＋） ８６ ８．３×１０８ １．２×１０８

ＨＢｅＡｂ组（＋） ５８ ７．５×１０５ １．８×１０５

ＨＢｅＡｇ（－）ＨＢｅＡｂ组（－） １６ ４．２×１０４ １．１×１０４

３　讨　　论

目前定量检测 ＨＢＶＤＮＡ的方法有很多种，罗氏试剂检

测因具有较高的灵敏度、精密度、可重复性好和较宽的定量范

围，被国际公认为ＰＣＲ定量方法的参比试剂。由于其成本高、

价格贵，在国内大医院或科研机构应用较多，而一般医院仍以

国产试剂为主。用于检测 ＨＢＶＤＮＡ最广泛的方法是采用

ＦＱＰＣＲ，生产检验试剂的厂家很多，各厂家之间还没有统一

的检测标准［８９］。本文从临床实验室用户的角度来探讨２种不

同厂家的试剂检测结果是否存在差异。Ａ试剂检测下限为

１．２８ＩＵ／ｍＬ，其采用一种全新的免核酸提取的扩增方式，又称

“一步法”病原体核酸荧光定量ＰＣＲ检测方法，整个标本处理

和检验过程在１个ＰＣＲ反应管中即可完成，且无需离心、振

荡、更换离心管等操作，不但简化了操作步骤、节省了耗材成

本，而且减少了加热、移液等导致核酸丢失与污染的操作步骤，

标本中的核酸全部参与到ＰＣＲ反应中，与传统方法比较，每批

检测可提前近２ｈ报告结果。Ｂ试剂采用传统的“浓缩煮沸

法”，检测下限为５００ＩＵ／ｍＬ，标本处理包含沉淀、高速离心等

过程，核酸容易丢失，获得率低，且步骤繁杂费时。

对２种试剂检测１６０份标本的结果进行比较和相关性分

析，发现２种试剂均值差异无统计学意义（犘＞０．０５），但从表１

可以看出，由于样本处理步骤繁杂，导致核酸的丢失，试剂Ｂ

结果较试剂Ａ偏低；同时试剂Ｂ有１例１．３×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ结

果，Ａ试剂检测为阴性，提示有污染可能。同一份标本用２种

试剂检测，Ａ试剂的检测值大于Ｂ试剂。以１０倍梯度稀释的

乙型肝炎患者阳性血清，考查２种试剂的灵敏度，Ａ试剂可测

至１０７ 倍稀释水平，Ｂ试剂仅可测至１０６ 倍稀释水平，说明 Ａ

试剂在灵敏度上更高。

综上所述，在２种试剂对比中，Ｂ试剂存在纯化标本步骤

繁琐、核酸易丢失、获得率低且费时、报告周期长等缺点。而Ａ

试剂采用“一步法”免核酸纯化的方法，核酸获得率高，操作简

便，并具有很高的灵敏度和准确度，具有较高的临床应用和推

广价值。
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疗效监测及预后起着重要的指导作用［１］。有报道称在临床治

疗过程中，如果患者血中 ＨＢＶＤＮＡ载量下降２个Ｌｏｇ值甚

至低于检测下限，说明抗病毒治疗有效；如果患者用药３个月

后病毒载量无下降，说明抗病毒治疗无效［２］。因此，检测结果

的准确度对临床诊断和科研工作都尤为重要。２０１２年４月笔

者对川北医学院附属医院新引进 Ｒｏｃｈｅ４８０实时荧光定量

ＰＣＲ仪进行了主要性能指标的评价实验，以此了解该仪器的

分析性能和诊断性能，为临床提供可靠的实验数据，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　临床标本来源于川北医学院附属医院门诊和

住院患者，收集４０例经本院 Ｒｏｃｈｅ１．２荧光定量ＰＣＲ仪检

测，ＨＢＶＤＮＡ浓度为１０３～１０７ＩＵ／ｍＬ的非脂血、溶血的乙

型肝炎患者血清标本，分装在已灭菌的１．５ｍＬＥＰ管内，置于

－２０℃冰箱保存备用。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　Ｒｏｃｈｅ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ公

司）、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ１．２实时荧光定量ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ公司）、生

物安全柜、恒温金属浴、低温高速离心机等。

１．２．２　试剂　ＨＢＶ核酸定量检测试剂盒及 ＨＢＶＤＮＡ标准

品均由上海科华生物工程股份有限公司提供，批号均为

２０１１０７２１。

１．３　方法

１．３．１　精密度实验　按照 ＣＬＳＩ文件制定的评价标准，在

Ｒｏｃｈｅ４８０实时荧光定量仪上检测４×１０４、４×１０６ＩＵ／ｍＬ两

种浓度的标准血清，完成批内和批间的重复测定。批内精密度

实验在相同条件下对同一标本在尽可能短的时间内测定４０

次；批间精密度实验每天测１次，连续测定４０ｄ，分别计算批内

和批间的平均值、标准差、变异系数及总变异系数。

１．３．２　准确度实验　取４×１０
４、４×１０６ＩＵ／ｍＬ两种浓度的标

准血清各４０份，在Ｒｏｃｈｅ４８０实时荧光定量仪上各检测１次，

计算其平均值，并分别与标准血清定值相比较，计算相对偏差。

１．３．３　灵敏度实验　分别取４×１０
４、４×１０３、４×１０２ＩＵ／ｍＬ

三个浓度的标准血清各４０份，在Ｒｏｃｈｅ４８０实时荧光定量仪

上分别检测１次，根据其阳性检出率判断其灵敏度。

１．３．４　线性测定　分别取４×１０
７、４×１０６、４×１０５、４×１０４、

４×１０３ＩＵ／ｍＬ的标准血清，在Ｒｏｃｈｅ４８０上检测１次，将检测

值和预测值做直线相关及回归分析得出相关系数和线性方程。

１．３．５　比对实验　根据ＥＰ９Ａ文件的要求，将４０例临床血

清标本在两台仪器上进行平行检测，每天测量８个标本，每台

仪器每份标本测量２次；第１次测量顺序：为１～８，第２次测量

顺序：８～１，两次测量时间间隔大于２ｈ，连续测量５ｄ，取两次

测量的平均值作为比对结果，计算其相关性［３］。

１．４　统计学处理　所有计量资料经对数转换后采用 Ｅｘ

ｃｅｌ２００７软件、ＳＰＳＳ１７．０软件进行直线相关及回归分析、配对

狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｒｏｃｈｅ４８０精密度和准确度　批内变异系数（犆犞批内）为

１．４０％～２．１０％，批间变异系数（犆犞批间）为１．１７％～１．４０％，

总变异系数（犆犞）为１．４０％～１．８３％，２种浓度的 ＨＢＶＤＮＡ

在Ｒｏｃｈｅ４８０上检测的犆犞批内、犆犞批间均符合卫生部标准，见表

１。与标准品比较，两个浓度检测结果的准确度为０．３５％～

０．４１％，符合卫生部标准。

２．２　灵敏度　对 ＨＢＶＤＮＡ浓度大于或等于４×１０
３ＩＵ／ｍＬ

的标准血清的检出率为１００％，对 ＨＢＶＤＮＡ浓度为４×１０２

ＩＵ／ｍＬ检出率为９０％。

表１　　Ｒｏｃｈｅ４８０精密度实验结果

ＨＢＤＤＮＡ

（ＩＵ／ｍＬ）

批内

狓±狊

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

犆犞批内

（％）

批间

狓±狊

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

犆犞批间

（％）

犆犞

（％）

４×１０４ ４．４８±０．１０ ２．１０ ４．５８±０．０５ １．１７ １．８３

４×１０６ ６．６１±０．０９ １．４０ ６．６３±０．０９ １．４０ １．４０

２．４　线性测定　将５个浓度梯度的 ＨＢＶＤＮＡ 标准品在

Ｒｏｃｈｅ４８０上检测后，得出直线回归方程：犢＝１．００７３犡－

０．０４８７（狉＝０．９９９）。

２．５　比对实验　将４０例符合要求的临床实验标本按照上述

实验方法进行检测，对两组平均值进行配对狋检验，犘＝０．１１３，

提示Ｒｏｃｈｅ４８０与Ｒｏｃｈｅ１．２的检测结果差异无统计学意义；

其线性比对回归直线方程：犢＝０．９２３０犡＋０．３３９７（狉＝

０．９９５），提示两台仪器具有良好相关性。

３　讨　　论

近年来荧光定量ＰＣＲ技术广泛应用于临床多种病原体的

检测［２６］。它不仅灵敏度高、特异性好、误差低，而且避免交叉

污染和环境污染，在很大程度上弥补了定性ＰＣＲ的缺点
［５］。

Ｄｅｂａｃｋ等
［７］指出，Ｒｏｃｈｅ４８０型实时荧光定量ＰＣＲ仪对测量

人巨细胞病毒、ＥＢ病毒、ＨＨＶ６、ＢＫ病毒负荷是一个灵活的

ＰＣＲ技术平台。Ｒｏｃｈｅ４８０型实时荧光定量ＰＣＲ仪使用宽光

谱、高强度的氙灯作为光源，实现最佳的荧光激发效率，采用

ＴｈｅｒｍａＢａｓｅＴＭ热循环技术和先进的光学检测系统，结合独特

的散热器和高性能风扇保证散热的快速，确保均一的孔间温

度，彻底消除边缘效应。

Ｒｏｃｈｅ４８０精密度实验表明，在１０６ＩＵ／ｍＬ数量级和１０４

ＩＵ／ｍＬ数量级上犆犞批内和犆犞批间值均小于５％，具有较好的精

密度，符合卫生部标准。灵敏度方面，Ｒｏｃｈｅ４８０在ＨＢＶＤＮＡ

浓度大于或等于４×１０３ＩＵ／ｍＬ时检出率均为１００％，在浓度

为４×１０２ＩＵ／ｍＬ时检出率高达９０％，而造成假阴性的原因可

能与操作过程中不可避免的随机误差及标本本身的因素有关。

本实验所用Ｒｏｃｈｅ４８０与杜琼等
［４］提到的 ＡＢＩ７７００、ＡＢＩ７５００

相比，灵敏度有所提高，提示其在检测临床病原体的检出率较

高。线性实验使用涵盖临床上绝大多数阳性标本浓度范围

（１０３～１０７ＩＵ／ｍＬ）的５个浓度梯度的标准品，测得其相关系数

为０．９９９，线性方程为犢＝１．００７３犡－０．０４８７，为ＰＣＲ定量提

供参照标准，使得定量更加准确。按照ＣＬＳＩ的ＥＰ９Ａ２文件

要求，比对试验狉＞０．９５为相关良好。本实验中，Ｒｏｃｈｅ４８０与

Ｒｏｃｈｅ１．２相比，检测结果的相关系数为０．９９５，相关性良好；

配对狋检验犘＝０．１１３，提示两台ＰＣＲ仪检测结果差异无统计

学意义，均能用于临床标本的检测。

综上所述，ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型实时荧光定量ＰＣＲ

仪的精密度、准确度、灵敏度均达到卫生部的标准，线性范围较

宽，与Ｒｏｃｈｅ１．２检测系统有良好的相关性，能满足临床分子

生物实验室的要求。
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·检验仪器与试剂评价·

ＣＡ７０００全自动凝血仪性能验证

陈渊博，郑文婷，尹志军，隋　洪△，张瑞雄

（中山市小榄人民医院检验科，广东中山５２８４１５）

　　摘　要：目的　验证ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００全自动凝血仪的系统性能，确定该检测系统是否稳定、准确、可靠。方法　从变异系数

（犆犞）、准确度、检测限、线性范围、携带污染率、干扰实验等方面对ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００进行验证。结果　批内最大犆犞值９．２５％、批

间最大犆犞值７．３８％；准确度最大偏倚为８．８７％；检测限的最大犆犞值为１２．１４％；ＦＩＢ的相关系数为０．９９７２、Ｄ二聚体（ＤＤ）的

相关系数为０．９９９７；携带污染率最大值为－１．８２％；干扰试验的最大偏离值为１．８０％，验证全部通过。结论　ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００

凝血仪是一个精密度好、准确度高，检测范围宽，携带污染率低，抗干扰能力强的检测系统。

关键词：ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００；　 性能验证；　干扰试验

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０２．０４０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０２０２０９０３

　　ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００凝血分析仪是一部集凝固法、发色底物

法和免疫法于一体，采用散射光加百分比测定原理的全自动凝

血仪。为保证检验质量，笔者根据《临床检验质量管理技术基

础》、《临床检验方法确认与性能验证》和《医学实验室质量管理

与认可指南》的相关规定［１３］，对该仪器进行系统评价，包括变

异系数（犆犞）、准确度、线性范围、携带污染率、干扰实验等

指标。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００全自动凝血仪。试剂、校

准品、质控品：为ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００配套产品。干扰检查Ａ试剂

盒由日本希森美康株式会社生产，含以下干扰物：胆红素（３

３２０μｍｏｌ／Ｌ），溶血血红蛋白（４８．３ｇ／Ｌ），乳糜（１５３００ＦＴＵ福

尔马肼浊度数）。

１．３　方法

１．３．１　精密度验证　批内精密度：根据 ＣＬＳＩＥＰ１５Ａ 文

件［４］，取２个水平的标本，同一批次尽可能短时间内连续重复

测定２０次，犆犞值必须小于或等于厂家的要求。（２）批间精密

度：参照ＣＬＳＩＥＰ５Ａ文件
［５６］，选取正常水平（Ｃｉｔｒｏｌ１）、异常

水平（Ｃｉｔｒｏｌ２），分别分装成５份，冻存于－２０℃冰箱内。每天

取出２个水平的质控，分别测定２批次，每批次测２遍，２次间

隔大于２ｈ，连续测定５ｄ，计算犛犇和犆犞，犆犞值必须小于或等

于厂家的要求。

１．３．２　准确度验证　分别取２个水平的定值质控品（Ｃｉｔｒｏｌ

１、Ｃｉｔｒｏｌ２）验证凝血四项的准确度，Ｄ二聚体（ＤＤ）专用质控

品验证ＤＤ的准确度，每个结果重复测定３次，结果应在质控

品标识的可控范围内，偏倚应在厂家标识的±１０％范围内；同

时结合２０１０年卫生部临检中心凝血室间质量评价结果进行

评价。

１．３．３　检测限验证　只验证以浓度为结果的项目，将ＦＩＢ和

ＤＤ的标准品分别使用配套ＯＶＢ稀释液稀释到厂家标识的浓

度检测低限值附近，重复检测１０次，记录结果，计算犆犞，应在

厂家标识的±２０％范围内，该浓度即为该项目的检测下限。

１．３．４　线性验证　只验证以浓度为结果的项目，选取１份接

近预期上限的高值血浆样本（Ｈ），分别按１００％、８０％、６０％、

４０％、２０％、１０％的比例进行稀释，每个稀释度重复测定３次，

计算均值。将实测值与理论值作比较（偏离应小于１０％），计

算回归方程犢＝ａ犡＋ｂ，厂家要求ａ在１±０．０５范围内，相关系

数狉≥０．９７５。

１．３．５　携带污染验证　（１）高值样本对低值样本的污染：将低

值样本（Ｎ）置样本架１和３位置，高值样本（Ａ）置于２位置，每

个样本分别测定３次，记录结果：Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ｎ４、

Ｎ５、Ｎ６。计算：ｋ１＝［Ｎ４－Ｍｅａｎ（Ｎ１，Ｎ２，Ｎ３）］／Ｍｅａｎ（Ｎ１，Ｎ２，

Ｎ３），应符合厂家标识的±１０％范围内。（２）低值样本对高值

样本的污染：将高值样本置样本架１和３位置，低值样本置于

２位置，每个样本分别测定３次，记录结果：Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ｎ１、

Ｎ２、Ｎ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６。计算：ｋ２＝［Ａ４－Ｍｅａｎ（Ａ１，Ａ２，Ａ３）］／

Ｍｅａｎ（Ａ１，Ａ２，Ａ３），应符合厂家标识的±１０％范围内。

１．３．６　干扰试验验证　分别使用标准干扰物血红蛋白、胆红

素、乳糜按一定比例加入正常混合血浆，以原混合血浆作为空

白对照，分别测定ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦＩＢ、ＴＴ，每个样本重复检测两

次取均值，计算偏离值，偏离值应符合厂家标识的±１０％范围

内，用以评价溶血、胆红素及乳糜对检测结果的影响程度。

１．４　统计学处理　采用ＰＳＳ１１．０统计软件进行统计学处理。

２　结　　果

２．１　精密度验证　批内、批间犆犞结果见表１，检测结果均小

于厂家标识的要求，验证通过。
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